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RESUMO  
Enfermidades são um dos principais entraves para o desenvolvimento da          
aquicultura. Este projeto objetivou padronizar metodologias para a identificação         
molecular de WSSV e ​Vibrio sp​. em pós-larvas de ​M. rosenbergii​. Problemas para a              
obtenção de pós-larvas inviabilizaram sua utilização e amostras de tecidos de           
animais adultos foram utilizadas. O DNA extraído de pleópodes e músculo           
apresentou ausência de inibidores de reação, fato comprovado através da          
amplificação do gene constitutivo. A PCR e RT-qPCR para diagnóstico de WSSV            
foram padronizadas e nenhuma das amostras apresentou infecção por WSSV.          
Atrasos na obtenção das amostras inviabilizaram o diagnóstico de ​Vibrio sp.  
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ABSTRACT  
Diseases are one of the main obstacles to the development of aquaculture. This             
project aimed to standardize methodologies for molecular identification of WSSV and           
Vibrio ​sp. in ​M. rosenbergii ​post-larvae tissues. Problems in obtaining post-larvae           
made their use impracticable and adult animals tissue samples were used. DNA            
extracted from pleopods and muscle from adult animals showed absence of reaction            
inhibitors, a fact proven by amplification of the constitutive gene. PCR and RT-qPCR             
for WSSV diagnosis were standardized and none of showed WSSV infection. Delays            
in obtaining samples made it infeasible to diagnose ​Vibrio ​sp.  
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  
No agronegócio aqüicultura, o cultivo de camarão é um dos segmentos que            
 
apresenta importância socioeconômica para muitos países (MACIEL, 2002). A         
produção deve-se principalmente, ao camarão de água salgada ​Litopenaeus 
vannamei​. Entretanto, existe um interesse cada vez maior na carcinicultura em           
águas continentais. Neste novo cenário a principal espécie cultivada no Brasil é o             
camarão ​M. rosenbergii​, devido a características como alta fecundidade, rusticidade          
e rápido crescimento (VALENTI & BARROS, 2009). De maneira geral, o ​M.            
rosenbergii ​é moderadamente resistente a enfermidades. De acordo com a Portaria           
no 19, de 4 de fevereiro de 2015, do extinto Ministério da Pesca e Aquicultura               
(BRASIL, 2015), às doenças de notificação obrigatória para o ​M. rosenbergii ​são o             
Vírus da Mancha Branca (WSSV), a Doença da Cauda Branca (WTD) e a Doença da               
Cabeça Amarela (YHV). Além disso, doenças causadas por bactérias do gênero           
Vibrio ​também são responsáveis por altas taxas de mortalidade (FAO, 2008).  
O cultivo de ​M. rosenbergii ​é uma atividade muito recente no Alto Vale do              
Itajaí e até o momento não existem empresas produtoras de pós-larvas em Santa             
Catarina. Os produtores obtinham pós-larvas de uma empresa sediada no Paraná.           
No entanto, no último verão (entre 2018 - 2019) a empresa suspendeu            
temporariamente as entregas para Santa Catarina. Quando o projeto foi proposto           
(2017), não havia este problema. Assim, a obtenção de amostras de pós-larvas foi             
inviabilizada. Como solução, seguimos padronizando as técnicas em tecidos de          
camarões adultos, seguindo a mesma dinâmica de trabalho, porém, utilizando um           
tecido diferente.  
Não existem informações a respeito da adaptabilidade desta espécie à região           
do Alto Vale do Itajaí e há poucas informações a respeito da ocorrência de              
enfermidades virais e bacterianas nos cultivos brasileiros, neste contexto, o objetivo           
deste trabalho é padronizar metodologias para a identificação molecular de WSSV e            
Vibrio ​sp. em pós-larvas de ​M. rosenbergii​.  
METODOLOGIA  
As amostras de ​M. rosenbergii ​utilizadas pertencem à coleção do laboratório           
de Genética do IFC - Rio do Sul. As extrações de DNA foram realizadas com base no                 
protocolo de Maciel (2002), modificado por Moser (2004) e a integridade do DNA             
extraído foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA também              
é utilizado na reação em cadeia da polimerase (PCR). Para verificar a qualidade do              
DNA e a presença de inibidores, são realizadas reações que amplificam o gene do              
rRNA 18S constitutivo de decápodes, utilizando os iniciadores 145F e 145R com            
produto de 841 pb (LO et al. 1996), Para diagnosticar WSSV são utilizados os              
iniciadores WS146F2 e WS146R2 com um produto de 942 pb (LO et al., 1996              
modificado por NUNAN & LIGHTNER, 2011).  
Além disso, uma PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi efetuada           
para diagnosticar o WSSV, A reação ocorreu em um equipamento Rotor-Gene 6000            
Real-Time PCR (QIAGEN), com os iniciadores WS2F e WS2R desenhados por           
Müller (2009) a partir das seqüências correspondente ao produto do 2° passo            
(Nested) da PCR descrita por Lo et al. (1996). Após a programação descrita no              
 
Quadro 1, gera um produto de 81 pb. 
Quadro 01​: Programação do termociclador para PCR e RT-qPCR.  
 
 
Problemas na obtenção de amostras repercutiram em atrasos no andamento 
do projeto, inviabilizando a padronização das reações de diagnóstico de ​Vibrio sp.  
RESULTADOS E DISCUSSÕES  
As extrações de DNA resultaram em bandas nítidas e de alto peso molecular.             
A PCR com os iniciadores do gene constitutivo tem seus resultados expressos na             
figura abaixo. É possível observar um gel de agarose 2% contendo os produtos             
dessa PCR, as amostras de ​M. rosenbergii ​e o controle positivo apresentaram            
bandas de 848 pb, demonstrando amplificação do produto do tamanho esperado e,            
além disso a ausência de inibidores.  
 
Fig. 01​: Gel de agarose 2%, contendo os produtos de PCR para o gene constitutivo, onde 
“M”: Marcador 1 kb. “A”, “B” e “C” amostras de ​M. rosenbergii; ​“+” controle positivo e “-” negativo.  
A PCR para diagnóstico de WSSV tem seus resultados ilustrados na figura 02,             
é possível visualizar que apenas a amostra de controle positivo (​L. vannamei​)            
apresentou amplificação de um produto de 942 pb, enquanto as demais não            
apresentaram amplificação alguma, ou seja, ausência de WSSV nas amostras de ​M.            
rosenbergii.  
INICIADOR  PROGRAMA 
145F e 145R  2 minutos a 94°C , seguidos de 34 ciclos de [1 minuto a 94º C, 1 
minuto a 47º C e 1 minuto a 72º C]. Ao fim 5 minutos a 72º C. 
WS146F2 e  
WS146R2 
3 minutos a 94°C, seguido de 36 ciclos de [ 20 segundos a 94°C, 
20 segundos a 62°C e 30 segundos a 72°C]. Ao fim 3 minutos a 
72°C. 
WS2F e WS2R  15 minutos a 95°C seguidos de 40 ciclos de [30 segundos a 95° C, 
30 segundos a 55° C e 10 segundos a 72° C] 
 
 
Fig. 02: ​Gel de agarose 2% contendo os produtos de PCR para diagnóstico de WSSV, onde                
M: marcador 1 kb. “A”, “B” e “C” amostras de ​M. rosenbergii ​e “+” controle positivo ( produto de 942                    
pb.) 
Os resultados da RT-qPCR para o diagnóstico de WSSV podem ser           
visualizados no quadro abaixo, que expressa o número de cópias virais por microlitro             
de amostras e o “Cicle Threshold” (Ct.). Nas amostras de ​M. rosenbergii ​e no              
controle negativo não ocorreram amplificações e os valores de inflorescência não           
ultrapassaram o threshold, não gerando dados para Ct, ou seja, não há genoma viral              
nestas amostras. Assim é possível afirmar que as amostras de ​M. rosenbergii ​estão             
livres de contaminação por WSSV, confirmando os resultados obtidos na PCR           
convencional (Figura 02).  
Quadro 2: ​Resultados da RT-qPCR para diagnóstico de WSSV.  
 
 
Os resultado negativos obtidos em ambos os testes de diagnóstico de WSSV            
eram esperados, já que tanto no Alto Vale do Itajaí, quanto no Brasil não há relatos                
da contaminação em ​M. rosenbergii ​por este vírus. Todavia sua susceptibilidade ao            
WSSV já foi constatada por diversos pesquisadores (RAJENDRAN et al. 1999;           
SARATHI et al. 2008). Os surtos de infecções não induzem a taxas de mortalidade              
significativas, já que ​M. rosenbergii ​é tolerante a doença, nem mesmo desenvolve os             
sintomas clínicos (HAMEED et al. 2000; HOSSAIN et al. 2001). No entanto pode             
atuar como hospedeiro assintomático e transmissor de WSSV a outras espécies de            
peneídeos, crustáceos, etc. (HAMEED et al. 2000; RAJENDRAN, 1999). Neste          
contexto a existência de protocolos padronizados de técnicas com alta sensibilidades           
como a PCR convencional e a RT-qPCR ferramentas essenciais para aprimorar o            
manejo sanitário em todas as etapas da produção.  
Amostras  Concentração 
inicial (cópias/μl) 
Ct  Concentração final  
(cópias/μl) 
M. rosenbergii ​1  -  Não houve  0 
M. rosenbergii ​2  -  Não houve  0 
M. rosenbergii ​3  -  Não houve  0 
M. rosenbergii ​4  -  Não houve  0 
Ctr. positivo  -  30,32  3,18 x10​2 
Ctr. negativo  -  Não houve  0 
 
CONSIDERAÇÕES FINAIS  
Os protocolos de extração de DNA, de PCR para o gene constitutivo, de PCR              
e RT-qPCR para diagnóstico de WSSV foram padronizados para uso em amostras            
de M. rosenbergii. O DNA extraído de pleópodos e músculo apresentou integridade e             
ausência de inibidores de reação, bem como ausência de contaminação por WSSV.            
Pesquisas para padronização dos protocolos de diagnóstico devem ser continuadas,          
pois existem diversas doenças que assolam o cultivo de ​M. rosenbergii​, além do             
WSSV, a Doença da Cauda Branca (WTD) e a Doença da Cabeça Amarela (YHV)              
(BRASIL, 2015). Para melhor desempenho da cadeia produtiva o desenvolvimento 
da atividade deve ser acompanhado do monitoramento das condições de cultivo e de             
sanidade. Uma perspectiva para a continuação deste projeto é a padronização de            
metodologias para a identificação destas doenças, do ​Vibrio ​sp. e das reações de             
extrações de DNA nos tecidos de pós-larvas.  
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